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1. Einleitung 
Mehr als 98% der Gesamt-RNA einer eukaryotischen Zelle besteht aus 
nicht-codierenden RNAs (3,4). Darunter befindet sich eine Population kleiner 
RNA-Moleküle, die eine Länge von ca. 25 nt und eine weitgehend 
doppelsträngige Struktur aufweisen (5-8). Die Erkenntnisse der letzten Jahre 
zeigen, dass diese 25 nt RNAs an silencing-Mechanismen von Protozoen, 
Pilzen, Pflanzen und Tieren beteiligt sind (8-14). Dabei steuern sie 
unterschiedliche Prozesse (Abbildung 1), wie die Genregulation während der 
Entwicklung, die Abwehr von Viren sowie die Aufrechterhaltung der 
Genomintegrität (6,15-17). Ein wesentliches Charakteristikum dieser 
silencing-Mechanismen ist die Sequenzspezifität (18). Es werden nur die 
Gene in ihrer Expression beeinflusst, die eine Homologie zu der Sequenz der 
kleinen RNAs aufweisen (19). 
Die Vorläufer der 25 nt RNAs sind lange, doppelsträngige RNA-Moleküle 
[dsRNA; (8,20)], die u. a. während der Transkription repetitiver Elemente 
(17,21), der Replikation von Viren (22) oder durch Transkription spezieller 
Gene (23) entstehen (Abbildung 1). Die dsRNA wird durch eine Ribonuklease 
(Dicer) erkannt und in die 25 nt RNA-Moleküle prozessiert (5,24,25). Diese 
assoziieren mit Proteinen und bilden Ribonukleoproteinkomplexe (26), die die 
Genexpression auf verschiedenen Ebenen beeinflussen können. Auf 
transkriptioneller Ebene kann das silencing durch DNA-Methylierung (27,28), 
Chromatinmodifikation (17) oder DNA-Elimination (29) erfolgen. Dagegen 
wird beim posttranskriptionellen silencing die Stabilität (20) oder die 
Translation homologer mRNAs (16) negativ beeinflusst. Obwohl die 
Mechanismen sehr unterschiedlich sind, weisen die verschiedenen Ribo-
nukleoproteinkomplexe homologe Komponenten auf [Abbildung 1; (30-32)]. 
Die folgenden Abschnitte geben eine Einführung in den posttranskriptionellen 
gene silencing Mechanismus RNA interference (RNAi). Dabei wird zunächst 
das derzeit gültige Modell vorgestellt, das die sequenzspezifische 
mRNA-Degradation durch homologe dsRNA erklärt. Anschließend folgt eine 
Beschreibung der aktuellen Forschungsergebnisse zum RNAi-Mechanismus. 
Abschließend werden artspezifische Unterschiede und die aktuellen 
Erkenntnisse zum RNAi-Mechanismus in dem protozoischen Parasiten 
Trypanosoma brucei dargestellt.  
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Abbildung 1. Kleine RNAs mediieren gene silencing Mechanismen – Die Abbildung zeigt 
eine Übersicht der verschiedenen silencing-Mechanismen, in denen kleine RNAs die Genex-
pression regulieren. In allen Fällen ist dsRNA das Initiatormolekül, das durch die Ribonuklease 
Dicer in kleine RNAs (siRNAs und miRNAs) mit ca. 25 nt prozessiert wird. Diese Intermediate 
werden in Multienzymkomplexe inkorporiert, die aus homologen Komponenten aufgebaut sind. 
Mit Hilfe der RNA-Sequenzen werden diese Ribonukleoproteinkomplexe (RNP-Komplexe) an 
die homologe DNA bzw. RNA dirigiert und mediieren den silencing-Mechanismus auf 
transkriptioneller oder posttranskriptioneller Ebene. Je nach RNP kann dabei die Transkription, 
die mRNA-Stabilität oder die Translation betroffen sein. RITS (RNA induced initiation of 
transcriptional gene silencing), RISC (RNA induced silencing complex), miRNP (microRNA 
Ribonukleoproteinkomplex), miRNA (microRNA), siRNA (short interfering RNA); TGS 
(transkriptionelles gene silencing), PTGS (posttranskriptionelles gene silencing).  
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1.1 Der RNAi Mechanismus – Das Modell 
Das Prinzip des RNAi-Mechanismus’ [Übersichtsartikel (21,33)] ist in 
Abbildung 2 dargestellt. Der Mechanismus beginnt mit dem Initiationsschritt, 
in dem zunächst das dsRNA-Substrat durch die Ribonuklease Dicer 
prozessiert wird. Die dabei entstehenden Moleküle werden auch als short 
interfering RNAs (siRNAs) bezeichnet und besitzen eine charakteristische 
Struktur. Sie sind 21-25 nt lang und weitgehend doppelsträngig. Für den 
nachfolgenden Effektorschritt spielt die siRNA eine zentrale Rolle, da sie die 
sequenzspezifische Erkennung der Ziel-mRNA mediiert. Dabei assoziiert das 
doppelsträngige siRNA-Molekül zunächst mit einem Multienzymkomplex, der 
auch als RNA induced silencing complex (RISC) bezeichnet wird. Im 
Anschluss an die Inkorporation in den RISC wird die siRNA in einer 
ATP-abhängigen Reaktion entwunden und einer der beiden Stränge bleibt als 
so genannte guide-RNA mit dem RISC assoziiert. Dieser RNP-Komplex wird 
auch als aktivierter RISC oder RISC* bezeichnet. Die Erkennung der 
Ziel-mRNA durch den RISC* erfolgt über die Hybridisierung mit der 
guide-RNA. Nach der Erkennung wird die mRNA an einer spezifischen 
Position innerhalb des Hybrids durch die Endonuklease Slicer hydrolysiert. 
Während die dabei entstehenden mRNA-Fragmente durch unspezifische 
Nukleasen im Zytosol abgebaut werden, bleibt der guide-Strang unbe-
einträchtigt, so dass der RISC* einen weiteren mRNA-Degradationszyklus 
katalysieren kann. 
1.2 Initiationsschritt 
Nach der Entdeckung von RNAi in C. elegans (14) blieb zunächst unklar, 
durch welchen Mechanismus doppelsträngige RNA-Moleküle die sequenz-
spezifische Degradation einer mRNA mediieren können. Der erste Hinweis 
darauf, dass siRNAs als essentielle Intermediate an diesem Prozess beteiligt 
sind, kam aus Untersuchungen in Pflanzen. Dabei wurde die Akkumulierung 
von 25 nt RNAs im posttranskriptionellen gene silencing (PTGS) festgestellt 
(8). 
1.2.1 Strukturelle Eigenschaften der siRNAs 
siRNAs sind weitgehend doppelsträngige RNA-Moleküle, die in einer Reihe 
von Organismen identifiziert werden konnten wie z.B. für Pflanzen 
[Arabidopsis thaliana und Tabacum nicotiana; (8,34,35)], Pilze [Neurospora
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Abbildung 2. Das Prinzip des RNAi-Mechanismus’ – Die Darstellung zeigt die einzelnen 
Reaktionsschritte des RNAi-Mechanismus’, in der nur die beiden Schlüsselkomponenten Dicer 
und Slicer benannt wurden. Weitere Komponenten wurden zum Zweck der Übersichtlichkeit 
weggelassen. Die Zahlen geben die einzelnen Teilschritte des Effektorschrittes an: (1) 
Inkorporation der siRNA in den RISC, (2) Aktivierung des RISCs, (3) Lokalisation und 
Erkennung des mRNA-Substrates, (4) Spaltung des mRNA-Substrates, (5) Regeneration des 
RISCs und mRNA-Degradation. siRNAs (short interfering RNAs); RISC (RNA induced 
silencing complex). 
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crassa; (36)], Protozoen [Trypanosoma brucei; (6)], Invertebraten [C. elegans 
und Drosophila; (5,37,38)] und Vertebraten [Mus musculus; (10,39)]. Die 
Länge der siRNAs variiert je nach Organismus zwischen 21 und 26 nt (40). 
Einer der beiden siRNA-Stränge wird auch als guide-Strang bezeichnet. 
Dabei handelt es sich um den Strang, der basenkomplementär mit der 
Zielregion auf der mRNA ist. Die Enden der siRNAs weisen charakteristische 
Eigenschaften auf. So sind die beiden terminalen Nukleotide am 3’-Ende 
einzelsträngig, während die 5’-Nukleotide basengepaart sind (siehe 
Abbildung 2). Darüber hinaus unterscheidet sich auch der Phosphorylierungs-
status der terminalen Nukleotide. Während die 5’-Nukleotide phosphoryliert 
vorliegen, ist am 3’-Ende eine Hydroxylgruppe lokalisiert (19,38,41,42).  
Die strukturellen Merkmale der siRNAs waren der erste Hinweis darauf, dass 
ein RNaseIII-Enzym an der Prozessierung der siRNAs beteiligt ist (38,43). 
Darüber hinaus konnte ebenfalls gezeigt werden, dass synthetische siRNAs 
mit RNaseIII-kompatiblen Enden RNAi in vivo und in vitro mediieren können 
(9,19,38). Der folgende Abschnitt gibt eine Übersicht der strukturellen und 
biochemischen Eigenschaften von RNaseIII-Enzymen. 
1.2.2 Struktur und Funktion von RibonukleaseIII-Enzymen 
Die Hydrolyse von dsRNA in eukaryotischen und prokaryotischen Zellen wird 
in erster Linie durch Enzyme der RibonukleaseIII Superfamilie katalysiert 
(44,45). Die Funktion von RNaseIII-Enzymen ist die Prozessierung sowie der 
Abbau von zellulären und viralen RNAs. So sind diese Ribonukleasen u. a. an 
der Prozessierung von mRNAs, rRNAs, tRNAs und snoRNAs beteiligt. 
Anhand der Domänenstruktur lassen sich folgende drei Klassen unter-
scheiden, die schematisch in Abbildung 3A dargestellt sind (46):  
Klasse 1 RNaseIII-Enzyme bestehen aus einer RNaseIII-Domäne sowie einer 
dsRNA bindenden Domäne (z.B. E. coli EcRNaseIII (47) sowie Saccharo-
myces cerevisiae Rnt1p).  
Klasse 2 wird aus den Mitgliedern der Drosha-Familie gebildet. Sie werden 
durch duale RNaseIII-Domänen und die dsRNA-bindende Domäne dsRBD 
charakterisiert (z.B. Drosha aus Drosophila melanogaster) 
Klasse 3 RNaseIII-Enzyme enthalten neben den für die Drosha-Familie 
typischen Domänen noch eine N-terminale Helikase/ATPase Domäne (z.B. 
humanes DICER1). 
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Erste strukturelle Daten wurden durch die Kristallisation der bakteriellen 
RNaseIII-Domäne von Aquifex aeolicus erhalten (48). Über die 
Kristallisationsdaten wurde das nachfolgende Modell für die AaRNaseIII 
entwickelt, das die Spaltung von dsRNA in 11 nt kurze RNAs mit 2 nt 
3’-Überhängen erklärt (Abbildung 3C). In diesem Modell interagieren zwei 
RNaseIII-Enzyme, so dass pro Dimer 4 katalytische Zentren entstehen. Je 
zwei benachbarte Zentren (E64:E37 und E110:D44) katalysieren die um 2 nt 
versetzte Spaltung auf jeweils einem der beiden dsRNA-Stränge. Dieses führt 
zu den 2 nt Überhängen am 3’-Ende, die für die Reaktionsprodukte von 
RNaseIII-Enzymen charakteristisch sind. Betrachtet man die beiden 
katalytischen Zentren (Abbildung 3D), so zeigen diese zwei unterschiedliche 
Eigenschaften: Im ersten Fall findet keine Koordinierung eines bivalenten 
Kations statt und die beiden beteiligten Aminosäuren (E37, E64) stammen 
von je einer der beiden Untereinheiten. Dagegen sind die beteiligten 
Aminosäuren D44 und E110 des zweiten katalytischen Zentrums Teil einer 
einzigen Polypeptidkette. Sie koordinieren unter Mitwirkung zweier weiterer 
sauren Aminosäuren (E40 und D107) ein Mg2+- oder Mn2+-Ion. Dabei 
interagiert das bivalente Kation mit den Seitengruppen von E40, D107 und 
E110. Im Gegensatz dazu bildet die Seitenkette von D44 eine Wasserstoff-
brücke mit dem Mg2+-gebundenen Wassermolekül aus. Diese Interaktion 
deutet darauf hin, dass D44 das Mg2+-gebundene Wassermolekül 
deprotoniert und dadurch den nukleophilen Angriff der Phosphodiester-
bindung ermöglicht (46,48). 
1.2.3 Dicer als katalytische Komponente des Initiationsschrittes 
Der Beweis für die Beteiligung einer RNaseIII am Initiationsschritt des 
RNAi-Mechanismus’ kam durch die Identifizierung von Dicer. Dabei wurden 
alle in der genomischen Datenbank von Drosophila identifizierten 
RNaseIII-Enzyme biochemisch auf ihre dsRNA-Prozessierungsaktivität 
untersucht. Es stellte sich heraus, dass lediglich Dicer (Zugangscode flybase: 
CG4792) die Prozessierung von dsRNA in siRNAs in vitro katalysiert (25).  
Neben Drosophila wurden weitere Dicer-Orthologe durch Homologie-
vergleiche mit Sequenzdatenbanken anderer Organismen identifiziert wie z.B. 
in C. elegans dcr-1 (SwissProt Zugangsnummer: P34529), in Arabidopsis 
thaliana DCL1 (Q9SP32), in Schizosaccharomyces pombe dcr1 (Q09884) 
oder im Menschen DICER1 (Q9UPY3). Darüber hinaus wurde eine 
siRNA-Prozessierungsaktivität für homologe Dicer-Proteine aus C. elegans, 
der Maus und dem Menschen in vitro nachgewiesen (5,10,25,49,50).  
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Im Gegensatz zu Säugetieren und C. elegans, für die nur ein Dicer-Ortholog 
in der Genomdatenbank existiert, konnten mehrere Orthologe für Drosophila 
und Pflanzen identifiziert werden. Dabei wurden für Drosophila bisher zwei 
paraloge Dicer-Gene über Sequenzvergleiche nachgewiesen (Dicer-1 und 
Dicer-2). Es konnte gezeigt werden, dass jeweils eines dieser Paraloge an 
der Prozessierung einer bestimmten RNA-Klasse beteiligt ist. Während 
Dicer-1 die Prozessierung von miRNA katalysiert (Abbildung 1), ist Dicer-2 an 
der Generierung von siRNAs aus dsRNA beteiligt (51). Eine ähnliche 
Situation zeigt sich bei Arabidopsis thaliana. Hier konnten bisher vier 
Dicer-Paraloge (DCL1 bis DCL4) identifiziert werden, von denen DCL1 
miRNAs und DCL2 siRNAs prozessieren (52-54). 
1.2.4 Modellierung der RNaseIII-Domänen als katalytische 
Zentren Dicers 
Basierend auf biochemischen Charakterisierungen und strukturellen Daten 
der bakteriellen AaRNaseIII werden gegenwärtig zwei Modelle für Dicer 
diskutiert. Diese differieren bezüglich der Frage, ob Dicer als Dimer bzw. als 
Monomer vorliegt und in der Anzahl der katalytischen Zentren. Im Folgenden 
werden beide Modelle vorgestellt. Um den Vergleich mit den Kristallisations-
daten der bakteriellen RNaseIII zu vereinfachen, wird bei der Angabe von 
Aminosäuren lediglich die äquivalente Position für die Aquifex aeolicus 
RNaseIII angegeben. 
Das erste Modell basiert auf den bereits vorgestellten Kristallisationsdaten 
der bakteriellen RNaseIII-Domäne (Abbildung 3C, D) und Zentrifugations-
experimenten mit Dicer aus Dictyostelium discoideum (46,48,55,56). In 
diesem Modell liegt Dicer als Homodimer vor und bildet zwei (48) oder vier 
katalytische Zentren (46). Darüber hinaus liefert dieses Modell eine Erklärung 
für die Tatsache, dass siRNAs etwa die doppelte Länge im Vergleich zu den 
Reaktionsprodukten bakterieller RNaseIII-Enzyme aufweisen. Im Unterschied 
zu den prokaryotischen Ribonukleasen besitzt Dicer eine zweite, so genannte 
RNaseIIIb-Domäne. Diese zeigt jedoch im Vergleich zu den anderen 
RNaseIII-Domänen Substitutionen an zwei konservierten Positionen 
(Abbildung 3B, blau unterlegte Aminosäuren der RNaseIIIb-Domäne). Dabei 
handelt es sich um zwei saure Aminosäuren, die nach Blaszczyk et al. (2001) 
in einem der beiden katalytischen Zentren lokalisiert sind. Folglich wurde 
angenommen, dass die RNaseIIIb-Domäne in Dicer nicht funktionell ist und 
daher für den doppelten Abstand der Spaltpositionen verantwortlich ist
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Abbildung 3. Strukturelle und funktionelle Informationen über RNaseIII-Enzyme – Die 
Abbildungen B (modifiziert), D und E wurden aus (48) und die Abbildung E aus (57) 
entnommen. A. Die Abbildung zeigt die schematische Domänenstruktur für unterschiedliche 
Klassen der RNaseIII-Superfamilie. Rechts neben den Domänenstrukturen sind Beispiele für 
typische Repräsentanten aus der jeweiligen Klasse angegeben. PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille 
Domäne (Pfam-Zugangsnummer: PF02170); dsRBD (dsRNA-Bindedomäne; PF00035). B. 
Vergleichende Übersicht der Aminosäuresequenzen innerhalb der RNaseIII-Domänen. Rot 
markierte Buchstaben geben die sauren Aminosäuren an, die nach dem Modell von Blaszczyk 
et al. (2001) an der dsRNA-Hydrolyse involviert sind. Blau unterlegte Buchstaben geben die 
davon abweichenden Aminosäuren an. Aufgrund der Substitutionen an diesen konservierten 
Positionen wurde eine fehlende katalytische Funktion der RNaseIIIb-Domäne vorgeschlagen 
(48). Die Klammern in der RNaseIII-Konsensussequenz führen die Ambiguitäten der 
Aminosäuren an den jeweiligen Positionen auf. C. Die Abbildung zeigt die schematische 
Darstellung der Situation in D. Dabei wird die Interaktion der 4 katalytischen Zentren mit dem 
dsRNA-Substrat gezeigt. A und B indizieren jeweils eine Untereinheit der dimerisierten 
RNaseIII-Enzyme. D. Struktur der aktiven Zentren mit koordiniertem Mn2+-Kation (violett) der 
RNaseIII von Aquifex aeolicus. Dabei sind die beiden vorgeschlagenen katalytischen Zentren 
E64:E37 und D44:E110 zu sehen. Die Polypeptidketten der partizipierenden Untereinheiten 
des Dimers sind blau bzw. gelb gefärbt. Seitengruppen der gezeigten Aminosäuren sind in 
Liganden-freiem Zustand hellgrau gefärbt. Kohlenstoffatome sind dunkelgrau und 
Sauerstoffatome rot dargestellt. E. Schematische Repräsentation der Domänenanordnung von 
humanem Dicer und ihre Interaktion mit dem dsRNA-Substrat. D1320, E1364, D1709 und 
E1813 geben die an der Katalyse beteiligten Aminosäuren mit ihrer Position in der 
Proteinsequenz an (SwissProt Zugangsnummer No. Q9UPY3). Aa (Aquifex aeolicus); Dm 
(Drosophila melanogaster); Hs (Homo sapiens). 
 
(46,48,58). In dem zweiten Modell (Abbildung 3E) liegt Dicer als Monomer vor 
und die beiden RNaseIII-Domänen (RNaseIIIa und RNaseIIIb) bilden die 
einzigen katalytischen Zentren (32,57). Indizien für diese Hypothese 
stammen aus Mutationsstudien mit humanem Dicer, in denen Aminosäure-
substitutionen an den Positionen E64 und E37 keinen Einfluss auf die 
Aktivität zeigten (32,57). Im Gegensatz dazu führten Mutationen in jeweils 
einer der beiden RNaseIII Domänen dazu, dass nur ein Strang des 
dsRNA-Substrates hydrolysiert wurde (57). Abweichend zu dem ersten 
Modell von Blaszczyk et al. (2001) folgt daraus, dass nur 2 statt 4 katalytische 
Zentren existieren und diese in der jeweiligen RNaseIII-Domäne von Dicer 
lokalisiert sind (32). Dabei ist jedes Zentrum an der Spaltung eines 
dsRNA-Stranges beteiligt, die zu der Generierung der charakteristischen 
3’-Überhängen der siRNAs führt. 
1.2.5 PAZ und dsRBD - Erkennung und Bindung des 
dsRNA-Substrates  
Neben den beiden RNaseIII-Motiven enthält Dicer weitere Domänen 
(Abbildung 3A). Darunter befindet sich die für RNAi-Komponenten charakter-
istische PAZ-Domäne, die nach ihrem Vorkommen in den Proteinfamilien 
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Piwi, Argonaute und Zwille benannt wurde (59,60). Ursprünglich wurde davon 
ausgegangen, dass diese Domäne an Protein-Protein-Wechselwirkungen 
beteiligt sei (59,61). Jedoch konnten ein Oligonukleotidbindemotiv [OB-fold; 
(62-65)] und eine hydrophobe Bindetasche identifiziert werden, die an der 
Interaktion mit 2 nt 3’-Überhängen beteiligt sind, wie sie bei der 
dsRNA-Prozessierung durch Dicer entstehen (62,66). Aktivitätsstudien mit 
humanem Dicer weisen darauf hin, dass die PAZ-Domäne für die spezifische 
Erkennung der dsRNA-Enden verantwortlich ist (Abbildung 3E). Darüber 
hinaus wird der Komplex durch die zweite dsRNA-bindende Domäne 
(dsRBD) stabilisiert, die ohne Sequenzspezifität mit dem Substrat interagiert 
(49,57).  
1.2.6 Die Helikase/ATPase-Domäne 
Der Unterschied zwischen Klasse 2 und Klasse 3 RNaseIII-Enzymen besteht 
in der Existenz einer Helikase/ATPase-Domäne (Abbildung 3A). Es wird 
derzeit spekuliert, ob die ATP-Hydrolyse für die Translokation entlang der 
dsRNA erforderlich ist und die Helikasedomäne dabei die Entwindung des 
Substrats katalysiert (5,25,67,68). Zurzeit gibt es jedoch gegensätzliche 
Erkenntnisse beim Vergleich von Invertebraten und Vertebraten. So führen 
Mutationen in dem ATP-bindenden Motiv von Dicer-2 aus Drosophila zu einer 
deutlichen Reduktion in der zellulären siRNA-Konzentration (32). Vergleich-
bare Mutationen in humanem Dicer zeigen dagegen keinen Einfluss auf die 
siRNA-Prozessierungseffizienz (50). Bedingt durch die widersprüchlichen 
Befunde konnte der Helikasedomäne noch keine eindeutige Funktion 
zugeordnet werden. 
1.3 Der Effektorschritt  
Der Effektorschritt im RNAi-Mechanismus beschreibt die sequenzspezifische 
Erkennung und Degradation der mRNA durch den RISC. Im folgenden 
Abschnitt werden die fünf Teilschritte des Effektorschrittes gemäß ihrer 
chronologischen Abfolge dargstellt (siehe Abbildung 2):  
1.3.1 Inkorporation der siRNA in den RISC 
Nach der Identifizierung des RISCs als Effektorkomplex blieb lange Zeit 
ungeklärt, wie die Transition zwischen dem Initiationsschritt und dem 
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Effektorschritt erfolgt. Neuere Veröffentlichungen weisen darauf hin, dass 
siRNAs nach ihrer Prozessierung nicht frei im Zytoplasma diffundieren, 
sondern mit Dicer assoziiert bleiben (69,70). Dementsprechend konnten 
Interaktionen von Dicer mit RISC-Komponenten nachgewiesen werden 
(51,61,71,72). Darüber hinaus wurde auch R2D2 als weitere essentielle 
RNAi-Komponente in Drosophila identifiziert, die an der Inkorporation der 
siRNAs in den Effektorkomplex beteiligt ist. Sequenzanalysen weisen auf 
zwei dsRNA-bindende Domänen (dsRBD) hin, die für die Interaktion mit 
siRNAs notwendig sind (51). 
Obwohl der Initiationskomplex aus Dicer und R2D2 an der Inkorporation von 
siRNAs in den RISC beteiligt ist, erfolgt die Erkennung der siRNA als bona 
fide Substrat in einem späteren Schritt (70). Dabei ist es wichtig, dass siRNAs 
von zufällig anfallenden Degradationsprodukten in der Zelle unterschieden 
werden können (69). In diesem Erkennungsprozess spielt die korrekte 
Struktur eine zentrale Rolle. So erfolgt eine effiziente Inkorporation der siRNA 
nur in Anwesenheit eines 5’-Phosphates und von 2 nt 3’-Überhängen 
(19,38,68,73). Bei der Erkennung dieser terminalen Strukturen scheint die 
PAZ-Domäne der RISC-Komponenten Slicer (Ago2) eine wichtige Funktion 
einzunehmen. Für diese konnte eine hydrophobe Bindetasche identifiziert 
werden, die für die spezifische Bindung der 3’-Überhänge in siRNAs 
verantwortlich ist (62-66).  
1.3.2 Aktivierung des RISCs 
Nach der Erkennung der siRNA erfolgt die Aktivierung des RISCs. Damit wird 
die ATP-abhängige Entwindung der siRNA bezeichnet, die für die Erkennung 
der komplementären Ziel-mRNA notwendig ist. Der so aktivierte Effektor-
komplex wird auch als RISC* bezeichnet (68). Nach der Entwindung 
dissoziiert einer der beiden siRNA-Stränge und wird degradiert, während der 
andere Strang weiterhin mit dem RISC assoziiert bleibt (74-76). Dabei 
entscheiden die terminalen Stabilitäten des Doppelstranges, welcher der 
beiden Stränge im Effektorkomplex verbleibt (2,75). Ist wie in Abbildung 4 am 
5’-Ende des antisense-Stranges ein höherer A:U-Anteil als am 3’-Ende, so 
bleibt dieser bevorzugt mit dem RISC assoziiert. Als Konsequenz wird 
präferentiell die sense-mRNA durch den RISC erkannt und degradiert. Ist 
dagegen eine inverse Basenverteilung gegeben (höherer A:U-Anteil am  
3’-Ende), so wird bevorzugt die antisense-mRNA durch den RISC 
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hydrolysiert (75). Als Grund für diese empirische Beobachtung wird die 
Beteiligung einer putativen Helikase an der RISC-Aktivierung vermutet. In 
diesem Modell würde das siRNA-Ende mit dem höheren A:U-Gehalt 
präferentiell entwunden werden. Dabei determiniert die initiale Lokalisation 
der Helikase an einem der beiden siRNA-Termini, welcher siRNA-Strang mit 
dem RISC assoziiert bleibt (75). Kürzlich wurde die essentielle 
RISC-Komponente Armitage (Armi) in Drosophila identifiziert, die eine 
putative Helikase-Domäne enthält. Es konnte gezeigt werden, dass Armi an 
der Assemblierung von RISC mit der einzelsträngigen siRNA beteiligt ist (77).  
1.3.3 Lokalisation und Erkennung des mRNA-Substrates  
Verschiedene Hinweise sprechen dafür, dass RISC nach seiner Aktivierung 
mit Ribosomen assoziiert ist (26,61,78). Daher wird derzeit vermutet, dass 
 
 
Abbildung 4. Die terminale Stabilität der siRNA determiniert die Strangspezifität des 
RISCs – Die Abbildung zeigt das aktuelle Modell von Schwarz et al. (2003). Dabei determiniert 
die terminale Stabilität der siRNAs die Effizienz der Ziel-mRNA Erkennung. In diesem Beispiel 
ist eine siRNA gezeigt, die am 5’-Ende des antisense-Stranges durch drei A:U-Basenpaare 
eine niedrigere Stabilität als am 3’-Ende aufweist. Nach der Entwindung der siRNA verbleibt 
bevorzugt der antisense-Strang als guide-RNA in dem RISC. Als Konsequenz wird die 
sense-mRNA präferentiell erkannt und degradiert. 
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RISC mit Hilfe dieser Interaktion potentielle mRNA-Substrate während ihrer 
Translation lokalisiert (69). Ein Indiz für diese Hypothese ist die Beobachtung, 
dass in Drosophila Oozyten ausschließlich translatierte mRNAs durch RISC 
erkannt und degradiert werden. Im Gegensatz dazu bleibt die Stabilität von 
nicht-translatierten mRNAs durch den Effektorkomplex unbeeinflusst (79).  
Im Anschluss an die Lokalisation erfolgt die Erkennung des mRNA-Sub-
strates (74-76). Dabei ist die Komplementarität zwischen der siRNA mit ihrem 
Substrat ein entscheidender Kontrollpunkt. So verhindern einzelne Fehl-
paarungen zwischen der siRNA und der mRNA die RISC-vermittelte 
Degradation (19,80). Dies betrifft vor allem Fehlpaarungen in der zentralen 
Region der siRNA (19,38). Darüber hinaus spielen die terminalen Nukleotide 
des 3’-Endes eine wichtige Rolle für die Effizienz der siRNAs. So führen 
glatte Enden zu einer deutlich geringeren Effizienz der mRNA-Spaltung (38).  
1.3.4 Die Spaltung der mRNA durch Slicer 
Nach der Identifizierung des Effektorkomplexes zeigten biochemische 
Analysen folgende Charakteristika der mRNA-Spaltung: Die Hydrolyse erfolgt 
endonukleolytisch und ist Mg2+-abhängig (81,82). Dabei korrespondiert die 
Position der mRNA-Spaltung mit dem Zentrum der hybridisierten siRNA und 
ist 10 bis 11 nt von dem 5’-Nukleotid des guide-Stranges entfernt (19,38,74). 
Nach der Spaltung weisen die entstandenen mRNA-Fragmente eine 
terminale 5’-Phosphat- und eine 3’-Hydroxylgruppe auf (81,82). Im Gegensatz 
zu der mRNA bleibt die siRNA durch die Reaktion unverändert (1,68,76).  
Die Endonuklease Slicer, die diese Reaktion katalysiert, konnte in 
strukturellen und biochemische Analysen kürzlich identifiziert werden (1,73). 
Dabei handelt es sich um die bereits bekannte RISC-Komponente Ago2, die 
eine PAZ und eine Piwi Domäne enthält [Abbildung 5A; (1,73)]. Kristallo-
graphische Analysen der Piwi-Domäne weisen auf eine Strukturanalogie mit 
RNaseH-Enzymen hin (1), die RNA in DNA:RNA Hybriden hydrolysieren (47). 
Damit zeigen sie eine Analogie zu der Slicer-katalysierten Reaktion, in der 
ausschließlich die mRNA in einem siRNA:mRNA Hybrid gespalten wird (73). 
Im strukturellen Vergleich konnten drei konservierte, saure Aminosäuren in 
der Piwi-Domäne identifiziert werden, die mit Aminosäuren im katalytischen 
Zentrum von RNaseH korrespondieren. Diese koordinieren als DDE-Motiv ein 
Mg2+-Ion, das den nukleophilen Angriff der Phosphodiesterbindung in der 
RNA ermöglicht. Die Spaltprodukte dieser metallkatalysierten Reaktion 
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weisen wie die mRNA-Fragmente nach der RISC-katalysierten Hydrolyse 
eine 5’-Phosphat- und eine 3’-Hydroxylgruppe auf (83,84).  
Neben den biochemischen und genetischen Analysen führen kristallo-
graphische Daten zu folgendem Modell für die Slicer-katalysierte Spaltung 
der mRNA [Abbildung 5B, C, D; (1)]. Die Bindung der siRNA und der mRNA 
erfolgt in einer halbmondförmigen Furche, die zwischen der Piwi und der 
PAZ-Domäne liegt. Die überwiegend positive Oberflächenladung ermöglicht 
die Interaktionen mit dem negativen Phosphatrückgrat und den 2’-Hydroxyl-
gruppen der mRNA. Oberhalb dieser Furche liegt die PAZ-Domäne, die die 
siRNA über eine spezielle hydrophobe Bindetasche mit ihrem 3’-Überhang 
 
Abbildung 5. Modellierung von Ago2 als katalytische RISC-Komponente Slicer – A. 
Struktur von Ago2 (Slicer) mit folgenden Domänen: N (N-terminale Domäne); PAZ-Domäne 
(Bindung der siRNA). Mid (mittlere Domäne, Funktion unbekannt) und Piwi-Domäne 
(katalytisches Zentrum mit DDE-Motiv). B. Schematische, topologische Anordnung der 
4 Domänen in Slicer. Die siRNA (gelb) interagiert über das 3’-Ende mit der hydrophoben 
Bindetasche der PAZ-Domäne. Die mRNA (rot) liegt basengepaart in dem RISC vor und wird 
am DDE-Motiv (symbolisiert mit einer Schere) gespalten. C. Die Abbildung zeigt das 
elektrostatische Oberflächenpotential von PfAgo. Dabei werden positive geladene Oberflächen-
bereiche blau und negativ geladene Areale rot dargestellt. Im Zentrum des Proteins ist eine 
positiv geladene Furche erkennbar, die mit dem negativ geladenen Phosphatrückgrat und den 
2’-Hydroxylgruppen der RNA interagiert.  D. Darstellung von PfAgo1 in Assoziation mit seinem 
Liganden. Das mutmaßliche katalytische Zentrum in der Piwi-Domäne ist rot dargestellt.  PfAgo 
(Ago2 Ortholog aus Pyrococcus furiosus). Alle Abbildung wurden von Song et al. (2004) 
entnommen (1). 
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bindet. Über Basenpaarungen mit der siRNA kommt es zur Erkennung der 
mRNA und deren Positionierung gegenüber der Piwi-Domäne. Die Position 
der mRNA, die dabei im katalytischen Zentrum (DDE-Motiv) der Piwi-Domäne 
lokalisiert ist, korrespondiert mit der zentralen Position der siRNA. Die 
Hydrolyse der mRNA wird dann mit Hilfe des koordinierten Mg2+-Kations in 
dem DDE-Motiv katalysiert (1). 
Neben humanem Ago2 sind noch weitere Argonaute-Proteine im 
menschlichen Genom codiert. Im Gegensatz zu Ago2 scheinen diese jedoch 
keine Ribonukleasefunktion zu besitzen, obwohl sie ebenfalls ein 
konserviertes DDE-Motiv enthalten (73). Diese Hypothese ist konsistent mit 
der Tatsache, dass lediglich Ago2 in Drosophila an der siRNA-mediierten 
mRNA-Spaltung beteiligt ist. Dagegen scheint Ago1 bei der Trans-
lationsinhibition (Abbildung 1) involviert zu sein, die durch miRNAs und den 
miRNP katalysiert wird (31). 
1.3.5 Regeneration des RISCs und Degradation der mRNA 
Die Hydrolyse der mRNA durch Slicer ist unabhängig von ATP (68,82,85). 
Dagegen wird die Effizienz von mehrfachen RISC-katalysierten Degrada-
tionszyklen durch die Anwesenheit von ATP erhöht (68,85). Diese 
Beobachtung hat zu der Hypothese geführt, dass eine Helikase an der 
Dissoziation der mRNA-Fragmente beteiligt ist und somit ein neuer 
Degradationszyklus eingeleitet werden kann (21). 
Bei der biochemischen Aufreinigung von RISC in Drosophila wurde neben 
Komponenten wie Ago2, VIG und FXR auch die Nuklease Tudor-SN (flybase 
Zugangsnummer CG7008) identifiziert. Homologievergleiche weisen auf fünf 
staphylococcale/micrococcale Nuklease-Domänen und eine Tudor-Domäne  
am N-Terminus hin (86). Biochemische Charakterisierungen zeigten jedoch, 
dass die Nukleaseaktivität von Tudor-SN nicht mit den bekannten 
RISC-Eigenschaften übereinstimmen. Folglich wird eine Beteiligung an der 
endonukleolytischen Spaltung der mRNA ausgeschlossen (21,86). 
Wahrscheinlicher ist dagegen eine Funktion in einem späteren Schritt des 
RNAi-Mechanismus’. So wird derzeit angenommen, dass Tudor-SN 
vermutlich an der Degradation der beiden mRNA-Fragmente nach der Slicer 
katalysierten Hydrolyse beteiligt sein könnte (86).  
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1.3.6 Zusammenfassung des Effektorschrittes 
Abschließend werden die dargestellten Erkenntnisse in dem Modell für den 
Effektorschritt zusammengefasst. Nach dem Initiationsschritt bildet der 
ternäre Komplex aus der prozessierten siRNA, Dicer und R2D2 die Basis, auf 
der RISC-Komponenten assemblieren können. Zunächst wird die korrekte 
Struktur der siRNA anhand der 5’-Phosphatgruppen und der einzelsträngigen 
Überhänge am 3’-Ende durch die PAZ-Domäne von Ago2 (Slicer) erkannt. 
Für die Aktivierung des RISCs entwindet die Helikase Armi die siRNA 
präferentiell an einem ihrer beiden Enden. Dabei determiniert der A:U-Gehalt 
der terminalen Sequenzen, von welcher Seite die siRNA entwunden wird. Die 
initiale Lokalisation der Helikase während der Aktivierung entscheidet, 
welcher der beiden siRNA-Stränge mit dem RISC assoziiert bleibt. Im 
Anschluss an diese ATP-abhängige Reaktion assemblieren weitere 
RNAi-Komponenten, so dass ein aktiver Holo-RISC entsteht. Dieser ist mit 
Ribosomen assoziiert und identifiziert homologe mRNA-Substrate während 
ihrer Translation. Die Erkennung erfolgt über die Hybridisierung der mRNA 
mit der komplementären siRNA in dem RISC. Ist die Komplementarität 
zwischen siRNA und mRNA vollständig, wird die endonukleolytische Spaltung 
der mRNA durch Slicer katalysiert. Die Dissoziation der mRNA erfolgt in 
einem ATP-abhängigen Schritt. Während die mRNA vermutlich durch die 
Nuklease Tudor-SN degradiert wird, bleibt die siRNA unbeeinträchtigt. 
Folglich kann der weiterhin aktivierte RISC einen neuen mRNA-Degrada-
tionszyklus einleiten. 
1.4 Divergenzen im RNAi-Mechanismus 
Betrachtet man das Vorkommen des RNAi-Phänomens vom phylo-
genetischen Standpunkt her, so zeigt sich eine weite Verbreitung über den 
gesamten eukaryotischen Stammbaum (8-14). Bedingt durch die Existenz in 
bereits sehr ursprünglichen Vertretern wird von einer Konservierung des 
RNAi-Mechanismus’ im Laufe der Evolution ausgegangen (87). Jedoch 
konnten in den letzten Jahren auch vereinzelte Divergenzen festgestellt 
werden (69). Ein Beispiel dafür ist das systemische silencing in C. elegans 
und Pflanzen (15,88-90), das in Drosophila oder bei Säugetieren bisher nicht 
nachgewiesen wurde (13,91). Dieser Ausdruck bezeichnet die Verbreitung 
des silencing-Effektes von dem Ort der Entstehung über den gesamten 
Organismus. So ist es bei C. elegans ausreichend, dsRNA über das 
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Nährmedium zu applizieren (92) oder die Nematoden mit 
dsRNA-exprimierenden E. coli Kulturen zu füttern (93,94). Dabei verbreitet 
sich der silencing-Effekt nach der Aufnahme der dsRNA in fast alle Zellen des 
Organismus’ (95,96). Mit dem systemischen silencing in C. elegans konnten 
mittlerweile drei Gene in Verbindung gebracht werden. Bei zwei dieser Gene 
handelt es sich um RNA abhängige RNA-Polymerasen (RdRP), die 
ausgehend von einer einzelsträngigen RNA-Matrize die Synthese des 
komplementären Stranges in somatischen Zellen (rrf-1) oder Keimzellen 
(ego-1) katalysieren (91,97). Das dritte Gen codiert ein Membranprotein 
(sid-1), das wahrscheinlich am interzellulären Transport von Mediatoren des 
RNAi-Effektes beteiligt ist (98).  
Neben der interzellulären Ausbreitung konnte in C. elegans auch die 
Vererbbarkeit des RNAi-Effektes auf nachfolgende Generation beobachtet 
werden (89). Im Gegensatz dazu bleibt der RNAi-Effekt in Drosophila- und 
Säugetierzellkulturen nur eine begrenzte Zeit erhalten und verliert sich dann 
durch die zunehmende Verdünnung im Laufe der Zellteilungen (80). Der 
Grund für die hohe Effizienz und die Vererbbarkeit von RNAi in C. elegans 
wird ebenfalls der RdRP zugeschrieben (91). Derzeit wird davon ausge-
gangen, dass sich siRNAs nach ihrer Prozessierung durch Dicer mit ihrem 
komplementären Strang an die mRNA anlagern (Abbildung 6). Ausgehend 
von dem 3’-Ende der siRNA kann die RdRP eine neue dsRNA synthetisieren. 
Die mRNA wird nachfolgend als Bestandteil der neu synthetisierten dsRNA 
durch Dicer degradiert und eine Population an so genannten sekundären 
siRNAs entsteht. Dieses Modell erklärt unter anderem die hohe Effizienz 
geringer Mengen an dsRNA in C. elegans, da durch die RdRP die initialen 
dsRNA-Moleküle amplifiziert werden (91). Diese Amplifikation, bei der die 
mRNA als Matrize und siRNAs als Primer dienen, wird auch als „degenerative 
PCR“ bezeichnet (99). In den Genomdatenbanken von Drosophila und 
Säugetierzellen konnte bisher keine RdRP identifiziert werden. Dagegen 
wurde gezeigt, dass die RdRP essentiell für RNAi in C. elegans, Neurospora 
crassa, Dictyostelium discoideum und Arabidopsis thaliana ist (55,97, 
100-102). Wie in C. elegans besteht in Pflanzen ebenfalls ein Zusammen-
hang zwischen RdRP und dem systemischen silencing. Im Gegensatz zu 
C. elegans zeigt jedoch die RdRP in Pflanzen einen unterschiedlichen 
Amplifikationsmodus der dsRNA. Während in C. elegans ausschließlich das 
3’-Ende der siRNA unidirektional verlängert wird, findet in Pflanzen eine 
bidirektionale dsRNA-Synthese statt (15,69).  
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Bedingt durch die essentielle Funktion der RdRP im RNAi-Mechanismus wird 
derzeit diskutiert, ob der Effektorschritt in C. elegans divergent im Vergleich 
zu Drosophila ist (Abbildung 6). Dafür spricht die Beobachtung, dass in 
C. elegans keine siRNA-abhängige Degradation durch eine RISC-Aktivität 
nachgewiesen werden konnte (69). Ein weiteres Indiz hierfür ist die 
Identifizierung des Argonaute-Proteins RDE-1, das zwar Homologien zu den 
RISC-Komponenten Ago1 und Ago2 in Drosophila aufweist, dessen Funktion 
jedoch auf den Initiationsschritt beschränkt bleibt (71,89,103,104). Daher wird 
für den Effektorschritt in C. elegans spekuliert, ob anstelle einer RISC-Aktivi-
tät eine „degenerative PCR“ [Abbildung 6, (99)] unter Beteiligung von Dicer 
und der RdRP für die mRNA-Degradation verantwortlich ist (69).  
1.5 RNA interference in Trypanosoma brucei 
Trypanosoma brucei ist phylogenetisch betrachtet der ursprünglichste 
eukaryotische Organismus, für den RNAi nachgewiesen wurde (87). Jedoch 
ist über den RNAi-Mechanismus bisher nur wenig bekannt (105). Ein Grund 
für diese Tatsache sind fehlende in vitro Assays, wie sie z. B. in Drosophila 
für die Aufklärung des RNAi-Mechanismus’ angewendet werden (69,87). In 
Hinblick auf die divergenten Eigenschaften in C. elegans könnten 
Abbildung 6. „Degenerative PCR“ am Beispiel des RNAi-Mechanismus’ in C. elegans – 
Die Abbildung zeigt den divergenten Reaktionszyklus des RNAi-Mechanismus’ in C. elegans. 
Nach der Prozessierung der dsRNA durch Dicer hybridisiert der komplementäre siRNA-Strang 
mit der Ziel-mRNA. Eine RNA abhängige RNA-Polymerase (RdRP) synthetisiert ausgehend 
von dem siRNA-Primer den antisense-Strang in 5’-3’-Richtung. Die mRNA wird dabei in die neu 
synthetisierte dsRNA integriert und durch die nachfolgende Prozessierung durch Dicer 
degradiert. Die daraus resultierenden siRNAs werden auch als sekundäre siRNAs bezeichnet.  
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Erkenntnisse zum Mechanismus wichtige Informationen über die Evolution 
von RNAi liefern (105). So existieren verschiedene Hinweise dafür, dass 
RNAi-Komponenten in T. brucei divergente Eigenschaften aufweisen könnten 
(87). siRNAs weichen z.B. mit 24 – 26 nt in ihrer Länge von prototypischen 
siRNAs ab (6,19). Zudem konnte trotz vollständig sequenzierter 
Genomdatenbank kein Dicer-Ortholog identifiziert werden (87). Darüber 
hinaus existiert in verwandten Spezies wie Trypanosoma cruzi, Leishmania 
donovani und Leishmania major kein funktioneller RNAi-Mechanismus 
(106,107).  
In Trypanosoma brucei wurde bisher eine RNAi-Komponente (TbAgo1) 
identifiziert (108-110). Sequenzanalysen von TbAgo1 weisen auf eine PAZ- 
und eine Piwi–Domäne hin und Sequenzvergleiche zeigen Homologien zu 
Ago-Proteinen aus anderen Organismen (109). Aufgrund fehlender in vitro 
Assays konnte die präzise Funktion von TbAgo1 bisher nicht geklärt werden 
(109-111). Es wurde lediglich gezeigt, dass TbAgo1 vermutlich für die 
Synthese oder die Stabilität von siRNAs verantwortlich ist (109,111). Eine 
weitere Eigenschaft von TbAgo1 als Bestandteil des RNAi-Komplexes ist die 
Interaktion mit Ribosomen (108,109). Folglich wird davon ausgegangen, dass 
der RNAi-Komplex mit Ribosomen interagiert und dadurch in der Nähe der 
potentiellen mRNA-Substrate lokalisiert ist (87). Für diese Hypothese 
sprechen auch Ergebnisse von Dichtegradientenzentrifugationen, die eine 
Kofraktionierung von siRNAs mit Ribosomen gezeigt haben (112).  
Im Gegensatz zu TbAgo1 blieben Homologievergleiche von Dicer mit der 
vollständig sequenzierten Genomdatenbank erfolglos. Daher werden derzeit 
zwei Szenarien diskutiert: In dem ersten Szenario wird davon ausgegangen, 
dass Dicer eine konservierte Sequenz aufweist, diese jedoch noch nicht in 
der Datenbank verfügbar ist (87). Dafür spricht die Tatsache, dass ca. 25 nt 
RNAs in vivo nachgewiesen werden konnten (6,40). Im zweiten Szenario wird 
dagegen von einer divergenten Proteinsequenz Dicers ausgegangen (87). 
Diese Möglichkeit kann derzeit nicht ausgeschlossen werden, da keine 
weiteren strukturellen Informationen über die 25 nt RNAs vorliegen und 
biochemische Daten mit Bezug auf den Initiationsschritt fehlen.  
Hinsichtlich der Lokalisation wird davon ausgegangen, dass RNAi im 
Zytoplasma stattfindet. Dafür spricht die Tatsache, dass nach der Exposition 
mit dsRNA die homologe mRNA, jedoch nicht die prä-mRNA degradiert wird 
(12). Darüber hinaus weisen Immunfärbungen auf eine zytoplasmatische 
Lokalisation der RNAi-Komponente TbAgo1 hin (109). Neuere Unter-
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suchungen implizieren jedoch auch eine nukleäre Lokalisation. So konnte ein 
RNAi-Effekt für snoRNAs nachgewiesen werden. Darüber hinaus zeigen 
TbAgo1 knock out Mutanten eine fehlerhafte Segregation der Chromosomen 
während der Mitose (110). Ein vergleichbarer Effekt konnte auch für die 
RNAi-mediierte Histonmodifikation im Nukleus von Schizosaccharomyces 
pombe beobachtet werden (30,113). 
Zusammenfassend zeigt sich, dass im Gegensatz zu anderen Modell-
organismen nur wenig über den RNAi-Mechanismus in Trypanosomen 
bekannt ist. Obwohl unterschiedliche Techniken für die Anwendung von RNAi 
existieren, sind Methoden für die Entschlüsselung des zugrunde liegenden 
Mechanismus bisher nicht etabliert worden. Darüber hinaus liefern 
Datenbankvergleiche nur wenige Hinweise auf homologe RNAi-Kom-
ponenten. 
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2. Fragestellung und Zielsetzung 
RNA interference (RNAi) ist ein posttranskriptioneller gene silencing 
Mechanismus, in dem ein doppelsträngiges RNA Molekül (dsRNA) die 
zielgerichtete Degradation homologer mRNAs mediiert. Die bisherigen 
Erkenntnisse über den RNAi-Mechanismus stammen vor allem aus 
biochemischen Charakterisierungen mit in vitro Systemen und lassen sich in 
folgendem Zweischritt-Modell zusammenfassen: Im Initiationsschritt wird die 
dsRNA zunächst durch die Ribonuklease Dicer in so genannte siRNAs 
prozessiert. Diese werden im nachfolgenden Effektorschritt in einen 
Ribonukleoproteinkomplex inkorporiert und vermitteln die sequenzspezifische 
Erkennung und Degradation der homologen mRNA.  
RNAi ist vermutlich ein phylogenetisch ursprünglicher Mechanismus, der in 
allen Phyla des eukaryotischen Stammbaumes existiert. Während der 
Initiationsschritt konserviert ist, zeigt der Effektorschritt divergente 
Eigenschaften in Pilzen und C. elegans. Trypanosoma brucei ist der 
ursprünglichste Organismus, für den RNAi bisher nachgewiesen werden 
konnte. Obwohl die Aufklärung in T. brucei Informationen über die Evolution 
von RNAi erlauben würde, ist bisher nur wenig über den Mechanismus 
bekannt. So konnte trotz vollständiger Genomdatenbank kein Dicer-Ortholog 
identifiziert werden. Darüber hinaus sind keine in vitro Assays für die 
biochemische Charakterisierung des Mechanismus’ etabliert. 
Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, den RNAi-Mechanismus in 
T. brucei zu charakterisieren und somit Rückschlüsse auf konservierte 
Eigenschaften zu ziehen. Dafür sollten in vitro Assays etabliert werden, die 
den Initiator- und den Effektorschritt in Zellextrakten rekapitulieren und für die 
biochemische Charakterisierung angewendet werden können. Darüber 
hinaus sollten Strategien entwickelt werden, die eine Identifizierung neuer 
RNAi-Komponenten in T. brucei erlauben. 
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3. Ergebnisse 
3.1 Rekapitulation und Charakterisierung des RNAi-Initia-
tionsschrittes in vitro 
Im Initiationsschritt der RNAi-Reaktion wird doppelsträngige RNA (dsRNA) 
durch die Ribonuklease Dicer in siRNAs prozessiert (19,25,38). Ziel der 
nachfolgend dargestellten Versuche war es, diesen Reaktionsschritt mit 
Trypanosoma brucei Zellextrakten in vitro zu rekapitulieren. Biochemische 
Charakterisierungen der in vitro Aktivität sollten einen Hinweis auf 
konservierte Eigenschaften des Initiationsschritts im Vergleich zu anderen 
Organismen geben. Dazu wurden Dicer-spezifische Eigenschaften untersucht 
und die Reaktionsprodukte auf struktureller Basis mit Eigenschaften proto-
typischer siRNAs verglichen. Die Ergebnisse der Charakterisierungen wurden 
bei der biochemischen Anreicherung von Dicer aus zytoplasmatischen 
Extrakten angewendet. 
3.1.1 Etablierung des Dicer in vitro Assays (DIVA) 
Für Trypanosoma brucei konnte gezeigt werden, dass der RNAi-Mechanis-
mus im Zytoplasma lokalisiert ist. So wird nach der Transfektion von dsRNA 
die reife, zytoplasmatische mRNA degradiert, während die polycistronische 
prä-mRNA im Nukleus unbeeinflusst bleibt (12). Außerdem wurde die 
RNAi-Komponente TbAgo1 im Zytoplasma lokalisiert (109). Folglich wurde für 
die Rekapitulation der Dicer-Reaktion radioaktiv markierte α-Tubulin-dsRNA 
(131 bp) in zytoplasmatischem Extrakten von prozyklischen Trypanosomen 
inkubiert. Nach der elektrophoretischen Separation in einem denaturierenden 
Polyacrylamidgel wurden die Reaktionsprodukte durch Autoradiographie 
detektiert. In Abbildung 7 ist ein repräsentatives Autoradiogramm eines Dicer 
in vitro Assays (DIVA) dargestellt. Die Zeitreihe zeigt die sukzessive 
Degradation der dsRNA (?) in verkürzte Fragmente (?) und die 
Akkumulation von RNA-Molekülen mit einer Länge von ca. 25 nt (siRNAs, ?). 
Identische Autoradiogramme wurden bei der Verwendung heterologer dsRNA 
erhalten (Daten nicht gezeigt).  
Für die Quantifizierung der DIVA-Aktivität wurde nach der Termination der 
Reaktion ein radioaktiv markiertes RNA-Oligonukleotid (18 nt) als interner 
Standard zugegeben. Dieser dient zur Eliminierung von Varianzen, die
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während der Aufarbeitung der Proben entstehen können. Für den Vergleich 
der DIVA-Aktivitäten wurde für jede Probe die relative Signalintensität S(i) mit 
der folgenden Formel berechnet:  
 
)(
)()(
i
i
ISs
XsiS =  
Formel 1: Berechnung der relativen Signalintensität S(i): relative 
Signalintensität der i-ten Probe; s(Xi): integrierte Signalintensität der zu 
quantifizierenden Bande für die i-te Probe; s(ISi): integrierte 
Signalintensität des internen Standards (IS) der i-ten Probe. 
 
Alle S(i)-Werte wurden gegen einen jeweils angegebenen Referenzwert 
normiert. Die graphische Darstellung in Abbildung 7B zeigt die berechneten 
Abbildung 7. Dicer in vitro Assay (DIVA) – A. Intern radioaktiv markierte dsRNA wurde in 
zytosolischem Zellextrakt von prozyklischen Trypanosomen inkubiert und auf einem 
denaturierenden 12% (w/v) Polyacrylamidgel elektrophoretisch separiert. Ein radioaktiv 
markiertes RNA-Oligonukleotid (18 nt) diente als interner Standard, um entstandene Varianzen 
während der Aufarbeitung und des Auftrags zu visualisieren. ds (doppelsträngige α-Tubulin 
RNA), M (Größenstandards: RNA Oligonukleotide 18 und 25 nt), P: Kontrollreaktion in 
Reaktionspuffer. B. Quantifizierung der relativen Signalintensitäten S(i) (Formel 1) des 
Autoradiogramms in A. Die relative Signalintensität der dsRNA-Bande in Spur 0 wurde auf 1 
gesetzt. Alle anderen Werte wurden diesbezüglich normiert. C. Vergrößerter Ausschnitt des 
Autoradiogramms aus A. im Bereich der siRNAs. 
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relativen Signalintensitäten für das nebenstehende Autoradiogramm. Dabei 
ist ein annähernd paralleler Verlauf bei der Akkumulierung des ersten 
verkürzten dsRNA-Fragments und der siRNAs zu erkennen. Obwohl das 
dsRNA-Substrat in seiner Intensität kontinuierlich abnimmt, stagniert die 
Zunahme der beiden Produkte nach ca. 60 Minuten. Die Effizienz der 
Reaktion mit Bezug auf die siRNA-Prozessierung liegt bei 14%. 
3.1.2 Vergleich der DIVA-Aktivität mit Dicer-spezifischen 
Charakteristika 
Um konservierte Eigenschaften des Initiationsschrittes in T. brucei zu testen, 
wurden in den nachfolgenden Experimenten Dicer-spezifische Charakteristika 
biochemisch untersucht. Dabei wurden der Prozessierungsmodus, die 
apparente molekulare Masse sowie der Einfluss bivalenter Kationen und 
niedermolekularer Substanzen bestimmt. 
3.1.2.1 Dicer spaltet die dsRNA präferentiell an ihren Termini 
Anhand der Reaktionskinetik in Abbildung 7 sollten Rückschlüsse auf den 
Prozessierungsmodus Dicers in T. brucei gezogen werden. Findet die 
Prozessierung präferentiell an den Enden der dsRNA statt, so erwartet man 
sukzessiv verkürzte dsRNA-Fragmente während des Zeitverlaufs. Dagegen 
wird im Fall einer positionsunabhängigen Spaltung das Auftreten von 
stochastisch verkürzten dsRNA-Fragmenten erwartet. Analysiert man die 
Kinetik des DIVAs, so impliziert das Erscheinungsmuster der verkürzten 
RNA-Fragmente eine präferentielle Spaltung an den dsRNA-Enden. Dieser 
Prozessierungsmodus konnte ebenfalls für rekombinantes, humanes Dicer 
nachgewiesen werden (50,57). 
3.1.2.2  Dicer ist abhängig von bivalenten Kationen 
Ein weiteres Charakteristikum von bereits identifizierten Dicer-Proteinen ist 
die Anwesenheit zweier RNaseIII-Domänen, die Mg2+ als Kofaktor binden 
können. Dieses bivalente Kation dient als Nukleophil bei der Spaltung der 
Phosphodiesterbindung des jeweiligen RNA-Stranges und kann durch Mn2+ 
substituiert werden (48,50,57). Um die Abhängigkeit der Reaktion von 
bivalenten Kationen zu untersuchen, wurden Titrationsexperimente mit Mg2+, 
Mn2+ und Ca2+ durchgeführt. In Abbildung 8 sind die Ergebnisse der ersten 
beiden Titrationsexperimente dargestellt. Dabei ist eine Konzentrations-
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abhängigkeit der DIVA-Aktivität von MgCl2 festzustellen, die bei einer 
Konzentration von 5 mM ein Maximum erreicht. Darüber hinaus zeigt die 
Substitution durch MnCl2 einen vergleichbaren Einfluss mit einer maximalen 
Aktivität im Bereich von 0,5 - 3 mM. Im Gegensatz dazu konnte in 
Anwesenheit von variierenden CaCl2-Konzentrationen keine DIVA-Aktivität 
detektiert werden (Daten nicht gezeigt).  
3.1.2.3 Dicer ist abhängig von hydrolysierbaren Adenosinphosphaten 
Aus in vitro Extrakten von Drosophila und C. elegans ist bekannt, dass die 
Effizienz der dsRNA Prozessierung durch Zugabe von ATP erhöht werden 
kann (5,25,32,41,51,68). Im Gegensatz dazu zeigt ATP keinen Einfluss auf 
den Initiationsschritt in Säugetieren (10,49,50,57). Um den Einfluss von ATP 
 
Abbildung 8. Titration bivalenter Kationen – Der obere Abschnitt zeigt die 
Autoradiogramme von DIVAs mit variierenden Konzentrationen an MgCl2 bzw. MnCl2. Die 
Nukleinsäuren wurden auf einem denaturierenden 10% (w/v) Polyacrylamid Gel separiert. 
Dabei wurde nur der Ausschnitt der siRNAs auf dem Autoradiogramm abgebildet. Die Graphen 
im unteren Abschnitt zeigen die Quantifizierung der relativen Signalintensitäten S(i) der beiden 
Autoradiogramme. Dabei entspricht der Wert 1 dem S(i)-Wert der DIVA-Reaktion in 
Anwesenheit von 5 mM MgCl2. P (Kontrollreaktion in Reaktionspuffer), M (Größenstandard, 
RNA-Oligonukleotide 18 bzw. 25 nt), Mg (Kontrollreaktion mit 5 mM MgCl2). 
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und anderen Adenosinphosphaten auf Dicer zu analysieren, wurden 
Titrationsexperimente durchgeführt (Abbildung 9). Dabei zeigt sich, dass die 
Prozessierungsaktivität nach Zugabe von 1 mM ATP oder ADP im Vergleich 
zu der Kontrollreaktion um den Faktor 4 gesteigert werden kann. Vergleich-
bare Werte konnten für andere Ribonukleosidtriphosphate (UTP, GTP, CTP) 
und Desoxyribonukleosidtriphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) erreicht 
werden (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu zeigt sich bei Zugabe 
unterschiedlicher Konzentrationen von AMP eine nahezu unveränderte 
Aktivität, die wahrscheinlich auf residuales ATP im Lysat zurückzuführen ist 
(Abbildung 9).  
 
 
Abbildung 9. Titrationsexperimente von Adenosinphophaten und deren Derivate – Die 
Graphen zeigen die relativen Signalintensitäten S(i) für die DIVAs in Anwesenheit 
verschiedener Konzentrationen von Adenosinphosphaten. Dabei wurden alle Reaktionen 
normiert, so dass die DIVA-Aktivität in Anwesenheit von 1 mM ATP dem Wert 1 entspricht. Auf 
der rechten Seite sind die Strukturformeln der Adenosinphosphat-Derivaten dargestellt. 
Modifizierte Positionen wurden fett gedruckt. Hydrolysierbare Phosphoanhydridbindungen 
wurden grau unterlegt. 
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Ein Unterschied zwischen AMP und den anderen Nukleotiden besteht im 
Vorkommen einer Phosphoanhydridbindung, die in einer exergonen Reaktion 
hydrolysiert werden kann. Um nun zu testen, ob die Anwesenheit dieser 
Phosphoanhydridbindung für die Reaktion essentiell ist, wurden folgende 
Adenosinphosphat-Analoga getestet (Abbildung 9): 
  
• Zwei ATP-Analoga mit einer einzigen hydrolysierbaren Phosphoanhydrid-
bindung an unterschiedlichen Positionen: Im Fall von ATP-γ-S (Adenosin 
5’-[γ-thio]triphosphat) befindet sich diese zwischen der α- und β-Phos-
phatgruppe, während sie für AMP-CPP (Adenosin 5’-(α,β-methylen)-
triphosphat zwischen dem β- und γ-Phosphat lokalisiert ist. 
• Ein ADP-Analogon ohne hydrolysierbare Phosphoanhydridbindung: 
ADP-β-S (Adenosin 5’-[β-thio]diphosphat).  
 
Die Titrationsexperimente in Abbildung 9 zeigen, dass in Anwesenheit von 
ATP-γ-S und AMP-CPP vergleichbare Aktivitäten wie mit ATP detektierbar 
sind. Lediglich im Fall von ADP-β-S, das wie AMP keine hydrolysierbare 
Phosphoanhydridbindung besitzt, konnte ebenfalls nur eine geringe 
Grundaktivität detektiert werden.  
3.1.2.4 Bestimmung der apparenten molekularen Masse von Dicer 
Vergleicht man homologe Dicer-Proteine aus anderen Organismen, so fällt 
eine konservierte Anordnung der funktionellen Domänen auf. Darüber hinaus 
variieren die molekularen Massen in einem Bereich von 158 kDa bis 218 kDa 
(Abbildung 10C). Der arithmetische Mittelwert liegt mit einer Standard-
abweichung σ von ± 21 kDa bei 201 kDa. Dabei gruppieren sich über 85% 
aller Dicer-Proteine in einem Bereich von 191 - 218 kDa.  
Für eine Abschätzung der apparenten molekularen Masse von Dicer in 
Trypanosomen wurde eine Gelfiltration durchgeführt. Dabei muss 
berücksichtigt werden, dass Dicer in zytoplasmatischen Lysaten nicht 
unbedingt als Monomer vorliegt, sondern ebenfalls als Multimer oder mit 
anderen Proteinen als Teil eines Komplexes assoziiert sein kann. Für siRNAs 
konnte nachgewiesen werden, dass diese teilweise mit Polysomen in 
hochmolekularen Komplexen assoziiert vorliegen (26,61,112). Da sich diese 
Komplexe durch Ultrazentrifugation abtrennen lassen, wurden zunächst alle 
zytoplasmatischen Bestandteile mit einem Sedimentationskoeffizient größer 
als 100 S sedimentiert. Um ionische Wechselwirkungen zwischen den 
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Proteinen abzuschwächen, wurde die im Assay verwendete Salz-
konzentration von 150 mM KCl auf 250 mM erhöht. Die Konzentration wurde 
nur moderat erhöht, da höhere Konzentrationen an KCl die Enzymaktivität 
negativ beeinflussen (siehe Abbildung 13D). Nach der Zentrifugation konnten 
 
Abbildung 10. Abschätzung der apparenten molekularen Masse Dicers – Zytosolische 
Extrakte aus prozyklischen Trypanosomen wurden nach einer Ultrazentrifugation und 
Ammoniumsulfatfällung mittels einer Gelfiltration aufgetrennt. A. Für die Standardisierungs-
gerade wurde folgende Proteine verwendet: Thyroglobulin (669 kDa), Apoferritin (440 kDa), 
Katalase (232 kDa), Albumin (67 kDa) und RNaseA (13,7 kDa). Es wurden die relativen 
Elutionsvolumina (Kav) gegen den dekadischen Logarithmus der molekularen Masse (Mr) 
aufgetragen. Die Gleichung der linearen Regression und das Bestimmtheitsmaß (R²) sind im 
Graph angegeben. Der berechnete Erwartungswert (E) für Kav aus den relativen 
Signalintensitäten S(i) in B ist mit einer gestrichelten Linie markiert. B. Für die einzelnen 
Fraktionen der Gelfiltration wurde ein DIVA durchgeführt und die relativen Signalintensitäten 
S(i) in Abhängigkeit zum Kav aufgetragen. Anhand dieser Werte wurde ein Kav-Erwartungswert 
von 0,153 berechnet (E). Unter Berücksichtigung der in A. dargestellten Standardisierungs-
geraden wurde eine mittlere apparente Masse von 207 kDa ermittelt. Die Pfeile am oberen 
Rand des Graphen geben die Positionen der in A verwendeten Größenstandards und deren 
molekulare Masse in kDa an. Der grau unterlegte Bereich zeigt die mittlere molekulare Masse 
mit je einer Standardabweichung auf beiden Seiten für die in C. aufgeführten Dicer-Orthologe. 
C. Die Tabelle zeigt bisher identifizierten Dicer-Orthologe in aufsteigender Ordnung ihrer 
molekularen Masse. Die durchschnittliche Masse der gezeigten Proteine liegt bei 201 kDa. 
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93% der DIVA-Aktivität im Überstand detektiert werden (Daten nicht gezeigt). 
Im Anschluss daran wurde der Überstand durch Ammoniumsulfatfällung 
konzentriert und über eine Gelfiltrationssäule aufgetrennt. In Abbildung 10B 
sind für jede Fraktion die ermittelten relativen Signalintensitäten dargestellt, 
die in einem DIVA detektiert wurden. Der Graph zeigt dabei einen fast 
normalverteilten Verlauf mit einem lokalen Maximum bei einem relativen 
Elutionsvolumen (Kav) von 0,125. Unter Berücksichtigung der Standard-
isierungsgeraden in Abbildung 10A konnte für die Fraktion mit der höchsten 
relativen Signalintensität eine apparente molekulare Masse von 261 kDa 
errechnet werden. Der Verlauf des Graphen mit lediglich einem lokalen 
Maximum spricht gegen die Existenz von signifikanten Mengen an aktiven 
Dicer-Komplexen mit unterschiedlichen hydrodynamischen Widerständen. 
Dagegen ist die Existenz eines einzelnen Komplexes oder monomeren 
Enzyms wahrscheinlich. Der Erwartungswert für dessen apparente 
molekulare Masse wurde mit 207 kDa kalkuliert und liegt sehr nahe bei dem 
ermittelten Mittelwert für die homologen Dicer-Proteine.   
3.1.3 Strukturelle Analyse der siRNAs 
Neben einer Charakterisierung der Aktivität sollte auch die strukturelle 
Analyse der 25 nt RNA-Produkte Aufschluss über Dicer in T. brucei geben. 
Dicer katalysiert mit seinen beiden RibonukleaseIII-Domänen die Pro-
zessierung von 21-23 nt siRNAs (25). Dabei zeigen siRNAs in Drosophila 
charakteristische Merkmale. Diese sind weitgehend doppelsträngig und 
besitzen an ihrem 3’-Ende einzelsträngige, 2 nt lange Überhänge. Das 
5’-Ende ist phosphoryliert, während am 3’-Ende eine Hydroxylgruppe 
lokalisiert ist (19,38). 
3.1.3.1 siRNAs sind doppelsträngig und haben eine Länge von 24-27 nt 
Für Trypanosomen ist bekannt, dass nach der Transfektion von dsRNA 
homologe 24 - 26 nt RNAs in der Zelle akkumulieren (6). Um nun diese in 
vivo Daten mit den in vitro generierten siRNAs zu vergleichen, wurde eine 
elektrophoretische Trennung der siRNAs auf einem hochauflösenden, 
denaturierenden Polyacrylamidgel durchgeführt. Bei dem Vergleich mit 
entsprechenden Größenmarkern konnte eine Länge von 24 - 27 nt bestimmt 
werden (Abbildung 11A).  
Ein weiteres Charakteristikum von siRNAs ist eine weitgehend doppel-
strängige Struktur. Folglich sollten beide Stränge der radioaktiv markierten 
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dsRNA in den siRNAs detektierbar sein und die Behandlung mit einer 
einzelstrangspezifischen RNase keine Degradation bewirken. Bei der 
Verwendung von dsRNA, bei der jeweils nur der sense- (s) oder 
antisense-Strang (as) intern radioaktiv markiert wurde, können in beiden 
Fällen siRNAs detektiert werden (Abbildung 11A). Darüber hinaus blieb nach 
der Inkubation mit der einzelstrangspezifischen RNaseT1 die Signalintensität 
der siRNAs mit 94% nahezu unverändert (Abbildung 11B). Lediglich nach 
einer Hitzedenaturierung (95°C) führte die RNaseT1-Hydrolyse zu einer 
Reduktion der Signalintensität von mehr als 50%. Eine vollständige Hydrolyse 
der siRNAs wurde vermutlich durch die Rehybridisierung der residualen 
Moleküle bei der Inkubationstemperatur von 37°C verhindert. Im Vergleich 
dazu wurden gleiche Mengen an einzelsträngiger RNA (ssRNA) mit einer 
Länge von 25 nt vollständig degradiert.  
Betrachtet man die elektrophoretische Mobilität der siRNAs vor und nach der 
Inkubation mit RNaseT1, so kann man eine leicht erhöhte Wanderungs-
strecke erkennen. Diese korrespondiert wahrscheinlich mit einer terminalen 
 
Abbildung 11. Analyse der Länge und Struktur von siRNAs –  A. siRNAs wurden aus-
gehend von radioaktiv markierter α-Tubulin dsRNA generiert und mittels eines denaturierenden 
18% (w/v) Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Dabei wurde ein 25 nt RNA-
Oligonukleotid (M) bzw. eine alkalische Hydrolyseleiter (OH) eines 5’-radioaktiv markierten 
RNA-Oligonukleotids als Größenstandard verwendet. In den rechten beiden Spuren wurde 
dsRNA verwendet, bei der ausschließlich der sense (s) oder der antisense-Strang (as) 
radioaktiv markiert wurde. Für die mit ds beschrifteten Spuren wurde beidseitig markierte 
dsRNA in den DIVA eingesetzt. B. siRNA aus einem DIVA wurden geleluiert und anschließend 
mit der einzelstrangspezifischen RNaseT1 (T1) inkubiert. Dabei wurden äquimolare Mengen an 
einzelsträngigem 25 nt RNA-Oligonukleotid (ssRNA) als Kontrolle verwendet. In einer 
Kontrollreaktion wurde die RNA vor dem RNaseT1-Verdau 5 min bei 95°C denaturiert. Die 
elektrophoretische Auftrennung erfolgte über ein denaturierendes 18% (w/v) Polyacrylamidgel.
Die relativen Signalintensitäten S(i) sind für jede Spur angegeben. M (Größenstandard: 
5’-radioaktiv markierte RNA-Oligonukleotide mit 18 bzw. 25 nt). 
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Verkürzung von wenigen Nukleotiden. Um die Länge dieser einzelsträngigen 
Überhänge genauer zu bestimmen, wurden geleluierte siRNAs aus dem DIVA 
mit S1 Nuklease inkubiert. Im Unterschied zu RNaseT1, die nur Phospho-
diesterbindungen nach G-Nukleotiden in einzelsträngigen RNA-Molekülen 
spaltet, zeigt S1 Nuklease keine Sequenzspezifität bei der Hydrolyse. Bei 
diesem Experiment konnte eine Länge der einzelsträngigen Überhänge von 
1 – 2 nt festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).  
3.1.3.2 siRNAs sind nur am 5’-Ende phosphoryliert 
Der Phosphorylierungsstatus von siRNAs gab den ersten Hinweis darauf, 
dass RNaseIII-Domänen an der Prozessierung der dsRNA beteiligt sind (38). 
Weiterhin konnte in Drosophila gezeigt werden, dass das 5’-Phosphat für die 
Erkennung der siRNA durch den RISC erforderlich ist (68).  
Um den Phosphorylierungstatus von siRNAs im DIVA zu bestimmen, wurden 
diese geleluiert und entweder mit alkalischer Phosphatase (AP) oder mit der 
T4-Polynukleotidkinase (PK) inkubiert. Im Gegensatz zur AP, die sowohl 3’- 
als auch 5’-Phosphate von RNA-Molekülen abspaltet, besitzt PK lediglich 
eine 3’-Phosphataseaktivität. Bei der Auftrennung von kleinen RNA-Mole-
külen auf hochauflösenden Polyacrylamidgelen kann der Unterschied von 
einem Phosphat detektiert werden (81,82). Dabei führt die Abspaltung eines 
terminalen Phosphates zu einem Verlust zweier negativer Ladungen. Die 
damit einhergehende Veränderung im Masse-Ladungsverhältnis bedingt eine
 
 
Abbildung 12. Nachweis des 
Phosphorylierungsstatus’ 
Geleluierte siRNAs aus einer DIVA-
Reaktion wurden mit alkalischer 
Phosphatase (AP) oder mit 
T4-Polynukleotidkinase (PK) be-
handelt und in einem de-
naturierendem 18% (w/v) Polyacryl-
amidgel elektrophoretisch separiert. 
Als Kontrollen (5’P, 3’P) wurden 
vergleichbare Mengen an 5’- bzw. 
3’-radioaktiv markiertem RNA-
Oligonukleotid verwendet.  
M (Größenstandard: 5’-radioaktiv 
markierte RNA-Oligonukleotide mit 
18, 25 und 35 nt), OH (alkalische 
Hydrolyseleiter eines 5’-radioaktiv 
markierten 35 nt RNA-Oligonukleo-
tids), IS (interner Standard, 18 nt) 
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Retardation im elektrophoretischen Wanderungsverhalten. Der Kontrollansatz 
in Abbildung 12 zeigt diesen Effekt am Beispiel eines 3’-phosphorylierten 
RNA-Oligonukleotids (3’P), das mit AP bzw. PK inkubiert wurde. Die parallel 
durchgeführten Versuche mit vergleichbaren Mengen an geleluierter siRNA 
zeigen dagegen eine Retardation ausschließlich nach Inkubation mit 
alkalischer Phosphatase. Daraus kann geschlossen werden, dass die in 
DIVAs generierten siRNAs nur an ihrem 5’-Ende phosphoryliert sind. 
3.1.4 Biochemische Anreicherungsversuche der Dicer-Aktivität 
Neben den im vorangegangenen Abschnitt vorgestellten Dicer-spezifischen 
Eigenschaften wurden weitere Charakterisierungen bezüglich physikalischer 
und chemischer Parameter durchgeführt. Die daraus gewonnenen 
Informationen wurden dann für eine Optimierung des DIVAs und die 
anschließende Anreicherung von Dicer verwendet. 
3.1.4.1 Optimierung des Dicer in vitro Assays 
Neben den bisher durchgeführten Charakterisierungen wurde die Aktivität des 
Assays bezüglich der Parameter pH-Wert, Temperatur und Konzentration von 
monovalenten Ionen optimiert. In Abbildung 13A wird die Quantifizierung 
eines DIVAs gezeigt, bei dem die Inkubationstemperaturen in einem Bereich 
von 4°C bis 45°C variiert wurden. Dabei kann das Aktivitätsmaximum bei 
einer Temperatur von 27°C detektiert werden. Dieser Wert entspricht der 
optimalen Wachstumstemperatur von prozyklischen Trypanosomen, die für 
die Herstellung der Zellextrakte verwendet wurden. Somit koinzidieren die 
Temperaturen für die maximale Dicer-Aktivität und das optimale Wachstum. 
Dagegen zeigt die Variation des pH-Wertes ein Aktivitätsoptimum im leicht 
alkalischen Bereich bei pH 8 (Abbildung 13C).   
Die Optimierung bezüglich der KCl-Konzentration zeigt eine maximale 
Dicer-Aktivität im physiologischen Bereich von 100 - 150 mM (Abbildung 
13D). Im Vergleich dazu ist eine Sensitivität gegenüber moderaten 
Salzkonzentrationen von mehr als 300 mM KCl detektierbar. Hier ist die 
Aktivität um mehr als 80% reduziert. Eine vergleichbare Sensitivität der 
Aktivität konnte für rekombinantes, humanes Dicer gezeigt werden (49). 
In Hinblick auf die geplante biochemische Isolierung von Dicer sollte die 
Stabilität der DIVA-Aktivität untersucht werden Dazu wurde der Überstand 
nach einer S100 Ultrazentrifugation unter verschiedenen Bedingungen für
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18 Stunden inkubiert. Abbildung 13B zeigt die DIVA-Aktivitäten, die unter den 
getesteten Inkubationsbedingungen detektiert wurden. Dabei ist nur noch ca. 
25% der ursprünglichen Aktivität im Falle einer Inkubation bei 4°C oder bei 
-20°C in Anwesenheit von 50% Glyzerin nachweisbar. Dagegen ist fast keine 
Aktivität mehr nach Einfrieren in flüssigem Stickstoff und einer nachfolgenden 
Lagerung bei -20°C detektierbar. 
 
 
Abbildung 13. Optimierung des DIVAs – Die Graphen zeigen Optimierungen der 
DIVA-Reaktion bezüglich Temperatur, pH und der Konzentration an monovalenten Ionen. 
Dabei wurden die relativen Signalintensitäten S(i) normiert. Der jeweils maximale S(i)-Wert 
wurde auf 1 gesetzt. A. Temperaturoptimierung der DIVA-Reaktion im Bereich von 4°C bis 
45°C. B. Stabilitätsuntersuchungen der DIVA-Aktivität. Dabei wurde der Überstand nach einer 
S100 Ultrazentrifugation unter folgenden Bedingungen 18 h inkubiert: (1) 4°C, (2) -20°C, (3) 
-20°C bei einer Glyzerinkonzentration von 50% (v/v). Die Nukleinsäuren wurden auf einem 
denaturierenden 10% (w/v) Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. M (Größen-
standard: RNA-Oligonukleotide mit 25 und 18 nt), S100 (Überstand nach Zentrifugation ohne 
18-stündige Inkubation). C. Optimierung der DIVA-Aktivität bezüglich des pH-Wertes. D. 
Titration unterschiedlicher Konzentrationen an KCl. 
3 Ergebnisse – DIVA: in vitro System für den RNAi-Initiationsschritt Seite 34 
 
 
3.1.4.2 Biochemische Anreicherung der Dicer-Aktivität 
Für eine biochemische Anreicherung Dicers wurden zunächst unterschied-
liche Trennverfahren getestet, die Proteine nach verschiedenen Eigen-
schaften separieren. Dabei wurden Eigenschaften wie Ladung, Sedimenta-
tionsgeschwindigkeit, hydrodynamischer Widerstand und die Präzipitation in 
Gegenwart von (NH4)2SO4 untersucht. Eine quantitative Beschreibung für die 
Anreicherung der DIVA-Aktivität erfolgte durch die Berechnung der relativen 
spezifischen Aktivität σ(i) durch nachfolgende Formel: 
)(
)()(
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Formel 2: Berechnung der relativen spezifischen DIVA-Aktivität σ(i). S(i): 
relative Signalintensität der i-ten Probe (siehe 3.1.1); P(i): eingesetzte 
Proteinmenge (in µg) nach Bradford. Die Inkubationszeit ist mit 60 Minuten 
konstant. 
 
Dabei wurden alle relativen spezifischen Aktivitäten gegen den errechneten 
σ(i)-Wert des S100 Überstandes normiert. Die Tabelle in Abbildung 14D gibt 
eine Übersicht über die angewendeten Trennverfahren und die erhaltenen 
σ(i)-Werte. 
Abbildung 14A zeigt das Ergebnis eines DIVAs, der mit den Fraktionen einer 
Ammoniumsulfatfällung durchgeführt wurde. Eine maximale Aktivität konnte 
für die Fraktionen mit einer (NH4)2SO4-Sättigung von 40 - 45% (w/v) ermittelt 
werden. Die spezifische, relative DIVA-Aktivität ist dabei im Vergleich zum 
S100-Extrakt um den Faktor 5,8 erhöht. Eine Anreicherung der DIVA-Aktivität 
konnte ebenfalls durch die Auftrennung über einen isokinetischen 
Glyzeringradienten (5-35%, v/v) erreicht werden. Im Vergleich zu der 
Ammoniumsulfatfällung liegen die spezifischen, relativen DIVA-Aktivitäten 
des Glyzeringradienten in einem ähnlichen Bereich. Dabei wurden σ(i)-Werte 
von 1,9 bis 8,2 für die Fraktionen 2 bis 5 errechnet. Für die Separierung der 
Proteine gemäß ihrer Oberflächenladung wurde eine Anionenaustausch-
chromatographie durchgeführt. Dabei wurden die Proteine durch einen 
Stufengradient mit ansteigenden KCl-Konzentrationen eluiert (145 bis 
905 mM). Abbildung 14C zeigt das Ergebnis des DIVAs, in dem aktive 
Fraktionen nach einer Elution mit KCl-Konzentrationen von 240 bzw. 335 mM 
detektiert wurden. Die errechneten relativen spezifischen Aktivitäten liegen 
bei 5,2 und 11,5. Die Anwendung einer Gelfiltration zur Anreicherung der 
DIVA-Aktivität wurde bereits im Abschnitt 3.1.2.4 (Abbildung 10) gezeigt. 
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Abbildung 14. Biochemische Trennverfahren zur Anreicherung der DIVA-Aktivität –
A. Das Autoradiogramm zeigt wie in B. und C. den Ausschnitt der siRNAs nach einem DIVA 
mit den Fraktionen der Ammoniumsulfatfällung. Die angegebenen Werte indizieren die 
Sättigung (%, w/v) an (NH4)2SO4, die für die sequentielle Fällung der Proteine eingesetzt 
worden ist. M (Größenstandard, 18 bzw. 25 nt RNA-Oligonukleotid). Der Graph stellt die 
Quantifizierung der relativen, spezifischen DIVA-Aktivität σ(i) der einzelnen Fraktionen dar. Alle 
Werte wurden mit Bezug auf den σ(i)-Wert des S100 Überstandes normiert. Dieser ist als 
gestrichelte Linie im Graph dargestellt. B. Isokinetischer Glyzeringradient (5% - 35%, v/v) mit 
zytoplasmatischem Extrakt aus dem Überstand einer S100 Ultrazentrifugation. Es wurde ein 
DIVA mit den Fraktionen 1 (oben) bis 11 (unten) des Gradienten durchgeführt. Wie in C. wird 
neben dem Ausschnitt der siRNAs (Bande III) auch der obere Bereich des Autoradiogramms 
gezeigt. Dabei entspricht Bande I der eingesetzten dsRNA und Bande II dem verkürzten 
dsRNA-Fragment. Als interner Standard wurde ein radioaktiv markiertes RNA-Oligonukleotid 
eingesetzt (18 nt, Bande IV). C. Anionenaustauschchromatographie mit dem S100 Extrakt. 
Das Autoradiogramm zeigt die Reaktionsprodukte eines DIVAs mit den Elutionsfraktionen des 
Stufengradienten (145 – 905 mM KCl). D markiert dabei die Fraktion der Proteine, die bei 
50 mM KCl nicht an die Säule gebunden haben. D. Zusammenfassung der biochemischen 
Trennverfahren und der errechneten spezifischen relativen Aktivitäten σ(i). Für die 
Bestimmung der Aktivitäten in einem DIVA wurden jeweils gleiche Volumina mit den 
angegebenen Proteinkonzentrationen verwendet. Dabei wurde der σ(i)-Wert des S100-Über-
standes auf 1 gesetzt und alle anderen Werte diesbezüglich normiert.  
Die Analyse der DIVA-Reaktionsprodukte erfolgte auf 10% (w/v) denaturierenden Polyacryl-
amidgelen. 
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Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass eine Anreicherung der 
DIVA-Aktivität mit Hilfe unterschiedlicher Trennverfahren möglich ist. Da nur 
eine moderate Anreicherung der Dicer-Aktivität mit σ(i)-Werten im Bereich 
von 5,8 bis 11,5 erzielt wurden, kann Dicer aus zytosolischen Extrakten nur 
durch die mehrschrittige Anwendung der Trennverfahren isoliert werden. 
3.1.4.3 Mehrschrittige Anreicherung der Dicer-Aktivität 
Das Ziel des folgenden Versuchs war es, Dicer durch die sequentielle 
Anwendung der bisher untersuchten Trennprinzipien zu isolieren und zu 
identifizieren. Dafür wurden zunächst Proteinkomplexe mit einem 
Sedimentationskoeffizienten größer 100 S durch Ultrazentrifugation sedi-
mentiert. Die Proteine aus dem Überstand wurden anschließend bei einer 
(NH4)2SO4-Sättigung zwischen 35% und 55% präzipitiert. Abschließend 
wurden die gefällten Proteine durch eine Gelfiltrationssäule nach ihrem 
hydrodynamischen Widerstand separiert. Für alle Fraktionen wurde die 
Aktivität mit Hilfe eines DIVAs ermittelt (Abbildung 15B, C). Die Bestimmung 
der Proteinkonzentrationen nach Bradford ergab, dass in allen aktiven 
Fraktionen lediglich 0,4 – 1,2% der initialen Proteinmenge gemessen werden 
konnte. Trotz dieser Abreicherung weisen die Fraktionen eine hohe 
Komplexität auf, wie sie exemplarisch für die Fraktion 5 in Abbildung 15D 
dargestellt ist. Die relativen, spezifischen Aktivitäten für Fraktionen 3 bis 8 
waren im Vergleich zum S100 Überstand um den Faktor 2,3 bis 8,4 erhöht. 
Unter Berücksichtigung einer mehrstufigen Anreicherung sind diese Werte im 
Vergleich zu den einstufigen Trennverfahren relativ niedrig. Vermutlich lassen 
sich diese niedrigen Werte mit der geringen Stabilität der DIVA-Aktivität 
korrelieren, wie sie bereits in vorangegangenen Charakterisierungen fest-
gestellt werden konnte (siehe Abbildung 13). 
Bei der Analyse des SDS-Polyacrylamidgels wurde eine Proteinbande 
identifiziert (?), die eine Kofraktionierung mit der DIVA-Aktivität aufwies 
(Abbildung 15A-C). Die Abschätzung der apparenten, molekularen Masse 
anhand des Rf-Wertes ergab 229 kDa. Da dieser im Bereich der apparenten 
molekularen Masse der DIVA-Aktivität liegt (207 KDa, Abbildung 10), wurde 
eine Identifizierung über MALDI-TOF durchgeführt. Die massenspektro-
skopische Analyse der betreffenden Proteinbande lieferte nur wenige 
Peptidfragmente im niedermolekularen Bereich, so dass die Identifizierung 
mittels Datenbankvergleich nicht möglich war. Mit Hinblick auf die immer noch 
sehr hohe Komplexität der Fraktionen wäre die Anwendung weiterer 
Trennverfahren für die Identifizierung von Dicer notwendig. Jedoch 
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zeigte sich bei nachfolgenden Versuchen, dass weitere Aufreinigungsschritte 
bedingt durch die geringe Stabilität der DIVA-Aktivität nicht möglich waren. 
 
Abbildung 15. Mehrschrittige Anreicherung der DIVA-Aktivität – Die Abbildungen zeigen 
die Ergebnisse der sequentiellen Anreicherung der DIVA-Aktivität durch Ultrazentrifugation, 
(NH4)2SO4-Fällung und abschließender Gelfiltration. A. SDS-Polyacrylamidgel (7,5%, w/v) der 
Gelfiltrationsfraktionen nach einer Silberfärbung. Der Fraktionsindex ist unterhalb des Gels 
angegeben. Die schwarzen Dreiecke markieren eine Proteinbande (apparente molekulare 
Masse: 229 kDa), deren Elutionsprofil Übereinstimmungen mit dem Profil der DIVA-Aktivität 
aufzeigt (siehe B und C). Am oberen Rand des Gels sind die Positionen der apparenten 
molekularen Massen angegeben, die gemäß der Standardisierungsgeraden aus Abbildung 10A 
in den jeweiligen Fraktionen erwartet werden.  B. Fraktionen 3 bis 7 wurden auf ihre 
DIVA-Aktivität untersucht. Die RNAs wurden nach dem DIVA auf einem denaturierenden 10% 
(w/v) Polyacrylamidgel elektrophoretisch separiert. Der Ausschnitt zeigt den Bereich der 
siRNAs des entsprechenden Autoradiogramms. C. Quantifizierung der relativen 
Signalintensitäten S(i) der DIVA-Aktivität in B (?) und der Intensität der markierten 
Proteinbande in A (?). Alle Werte wurden dabei auf die relative Signalintensität der Fraktion 5 
normiert. D. Ausschnitt der gesamten Spur von Fraktion Nr. 5 aus dem SDS-Polyacrylamidgel 
in A. Die Bande des Proteins mit einer geschätzten molekularen Masse von 229 kDa ist mit 
einem schwarzen Pfeil markiert. Die Positionen des Protein-Größenstandards sind mit den 
molekularen Massen seitlich annotiert. 
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Ein weiterer Ansatz verfolgte die Idee, affinitätschromatographische 
Verfahren für eine spezifischere und dadurch schnellere Anreicherung der 
DIVA-Aktivität anzuwenden. Dabei wurde u. a. ein Antikörper verwendet, der 
bereits erfolgreich für Immunopräzipitationen des C. elegans Dicer-Proteins 
DCR-1 eingesetzt worden war (5). In einem weiteren Versuch wurde eine 
Affinitätsaufreinigung mit dsRNA durchgeführt. Dabei sollte die Eigenschaft 
von humanem Dicer ausgenutzt werden, das in der Abwesenheit von Mg2+ an 
dsRNA bindet, diese aber nicht hydrolysiert (50). Jedoch führten beide 
Ansätze zu keiner oder nur geringen Anreicherung der DIVA-Aktivität. Unter 
Berücksichtigung einer geringen Stabilität der DIVA-Aktivität wurden keine 
weiteren Anreicherungsversuche unternommen.  
